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prolyl hydroxylase domain containing protein (PHD)は低酸素応答系における主要
な転写因子である低酸素感受性因子 Hypoxia inducible factor (HIF)のプロリン残基の水
酸化に働く酵素として発見された。PHDは酸素を基質とし二価鉄イオン、2-オキソグルタル
酸(2-OG)、アスコルビン酸を補因子とし、プロリン残基を水酸化する。酸素依存的な活性
を持つ PHD は酸素濃度の低下によって、酵素活性が低下し HIF の水酸化が抑制される。そ
の結果、HIFが安定化、核内移行が促進される。また近年の研究で、自然免疫応答系におい
て NF-kB経路の活性化に重要な因子である I kappa B kinase(IKK)の活性が PHDによって抑
制され、NF-kB経路の活性が低下、下流因子の発現が抑制されることが報告されており、PHD
による IKKの水酸化が示唆されている。PHDには、3つのアイソフォーム PHD1、PHD2、PHD3
が存在しているが、これらの生理機能の違いは明らかとなっていない。そこで本研究では
PHDアイソフォームによる HIF-1α及び IKK発現調節機構を明らかにすることを目的とした。     
まず、PHD 類過剰発現時における HIF-1α、IKK 発現量及び EPO、IL-1βmRNA 量を検討
した。その結果、mockと比べて HIF-1αでは、PHD1で約 60%、PHD2で約 50%、PHD3 で約 30%
の発現量の減少が見られた。IKK では PHD1、PHD2 で約 80%、PHD3 で約 30%の発現量の減少
が見られた。EPO、IL-1βmRNA 量の減少も類似した挙動を示した。また PHD類と IKK の相互
作用を検討した結果、全ての PHD 類で相互作用が見られ、PHD3 と比較して PHD1、PHD2 は
IKKと強く相互作用していることが分かった。次にジピリジル(PHD阻害剤)を用いると、PHD
類過剰発現時に見られた HIF-1α発現量の減少は回復する。しかし、PHD類過剰発現時に見
られた IKK 発現量の減少は、PHD1、2 では HIF-1α と同様に見られなくなったが、PHD3 で
は回復しなかった。また、PHD類活性部位変異体過剰発現時、PHD類過剰発現時に見られた
HIF-1α 発現量の減少は見られなくなった。しかし、WT PHD 類過剰発現時に見られた IKK
発現量の減少は、PHD1,2では HIF-1αと同様に見られなくなったが、PHD3では IKK 発現量
減少の回復が見られなかった。また EPO、IL-1βmRNA 量も同様に検討した結果、同じ現象
が見られた。次に PHD 類による IKK の分解系を特定するためにプロテアソーム阻害剤
(MG132)及びリソソーム分解阻害剤(NH4Cl)を用いて、IKK 発現量を検討した結果、HIF-1α
と同様に MG132では IKK発現量の回復が見られ、NH4Clではその回復が見られなかった。以
上の結果から、PHD1、PHD2 の N末端領域(PHD3における欠損領域)に基質特異性があると考
え、PHD1、PHD2 の N 末端領域欠損変異体 PHD1 (175-407)、PHD2(181-426)を用いて、EPO、 
IL-1βmRNA 量への影響を検討した。その結果、各変異体の減少効果が野生型に比べて弱ま
った。以上より、PHD3は IKKと直接相互作用するが、PHD1、PHD2とは作用機序が異なる可
能性が考えられ、PHD3に新たな機能がある可能性が示唆された。PHD3で欠損している PHD1、
PHD2の N末端領域が PHD1、PHD2に基質特異性をもたらしている可能性が考えられた。 
